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6HB six helix bundle šesti helikální svazek 
AIDS acquired immune deficiency  syndrom získaného selhání imunity 
 syndrome 
aMLV amphotropic murine leukemia virus  amfotropní myší leukemický virus 
ASLV avian sarcoma and leukosis viruses ptačí s rkomové a leukosové viry 
ASLV-A avian sarcoma and leukosis viruses ptačí sarkomové a leukosové viry 
 subgroup A podskupiny A 
ASLV-B avian sarcoma and leukosis viruses ptačí s rkomové a leukosové viry 
 subgroup B podskupiny B 
ASLV-C avian sarcoma and leukosis viruses ptačí s rkomové a leukosové viry 
 subgroup C podskupiny C 
ASLV-D avian sarcoma and leukosis viruses ptačí s rkomové a leukosové viry 
 subgroup D podskupiny D 
ASLV-E avian sarcoma and leukosis viruses ptačí s rkomové a leukosové viry 
 subgroup E podskupiny E 
ASLV-J avian sarcoma and leukosis viruses ptačí s rkomové a leukosové viry 
 subgroup J podskupiny J 
Ca2+ calcium cation vápenatý kation 
CAR1 cytopathic ALSV receptor cytopatický ASLV receptor 
CPZ chlorpromazine chlorpromazin 
DEAE diethylaminoethyl diethylaminoethyl 
DNA deoxyribonucleic acid deoxyribonukleová kyselina 
ECM extracellular matrix extracelulární matrix 
EGF epidermal growing factor epidermální růstový faktor 
EGFR epidermal growing factor receptor receptor epid rmálního růstového faktoru 
EGFRvIII type III mutant epidermal growing  mutantní receptor epidermálního 
 factor receptor růstového faktoru typu III 
eMLV ecotropic murine leukemia virus ekotropní myší leukemický virus 
env envelope glycoprotein obalový glykoprotein 
EnvA envelope glycoprotein subgroup A obalový glykoprotein podskupina A 
EnvB envelope glycoprotein subgroup B obalový glykoprotein podskupina B 





EnvE envelope glycoprotein subgroup E obalový glykoprotein podskupina E 
EnvJ envelope glycoprotein subgroup J obalový glykoprotein podskupina J 
GAG glycosaminoglycan glykosaminoglykan 
GATE guided adaptors for targeted entry provázené adaptory pro cílený vstup 
HA hemagglutinin hemaglutinin 
HA1 hemagglutinin subunit 1 hemaglutininová podjednotka 1 
HA2 hemagglutinin subunit 2 hemaglutininová podjednotka 2 
herβ1 heregulin-beta 1 heregulin-beta 1 
HIV human immunodeficiency virus virus lidské imunitní nedostatečnosti 
hr1 host range 1 hostitelský rozsah 1 
hr2 host range 2 hostitelský rozsah 2 
HR1 heptad repeat 1 sedmerná repetice 1 
HR2 heptad repeat 2 sedmerná repetice 2 
HR-A heptad repeat A sedmerná repetice A 
HR-B heptad repeat B sedmerná repetice B 
chNHE1 chicken Na+/H+ exchanger type 1 kuřecí Na+/H+ přenašeč typu 1 
JSRV jaagsiekte sheep retrovirus jaagsiekte ovčí retrovirus 
LDL low density lipoprotein nízkohustotní lipoprotein 
LDLR low density lipoprotein receptor receptor nízkohustotního lipoproteinu 
LTR long terminal repeat dlouhé koncové repetice 
NH4Cl ammonium chloride chlorid amonný 
NTRE-4 nontransforming recombinant  netransformující rekombinantní  
 subgroup E-4 podskupina E-4 
PAE porcine aortic endothelial prasečí aortální endotel 
pH potential of hydrogen vodíkový potenciál 
SEAR subgroup E ASLV receptor receptor ASLV podskupiny E 
SEM semenogelin semenogelin 
SEVI  semen-derived enhancers of viral  amyloidy odvozené ze semene zesilující 
 infection virovou infekci 
SNV spleen necrosis virus virus slinivkové nekrózy 
SR-D RSV Schmidt-Ruppin D Rous Sarcoma Schmidt-Ruppinův D kmen Rousova  
  virus sarkoma viru 
sTva soluble tumor virus a rozpustný tumorový virus a 





TM transmembrane subunit transmembránová podjednotka 
TNF tumor necrosis factor faktor nádorové nekrózy 
Tva tumor virus a tumorový virus a 
Tva800 tumor virus a 800 tumorový virus a 800 
Tva950 tumor virus a 950 tumorový virus a 950 
Tvb tumor virus b tumorový virus b 
Tvc tumor virus c tumorový virus c 
TRAIL tumour necrosis factor-related  faktor nádorové nekrózy-příbuzné 
 apoptosis-inducing ligands apoptózu-navozující ligandy 
VEGF vascular endothelial growth factor vaskulární e doteliální růstový faktor 
vr1 variable region 1 variabilní oblast 1 
vr2  variable region 2 variabilní oblast 2 
vr3 variable region 3 variabilní oblast 3 







Lidé už si přizpůsobili mnoho druhů zvířat, rostlin a bakterií tak, aby sloužili jejim 
potřebám. Nyní nadešel čas využít také viry. Nejvýznamnější aplikace pro ně se zřejmě 
nacházejí v oblasti lidského zdraví. Konkrétně čeleď retrovirů je perfektní vektor pro přenos 
genů při léčbě genetických onemocně í nebo ke zničení nežádoucích, například nádorových 
buněk. K efektivnímu použití těchto vehiklů je potřeba překonat řadu problémů a hlouběji 
prozkoumat některé úseky života retrovirů. Tato práce některé z nich popisuje společně s 
možnými cestami jejich řešení. První popisovanou oblastí je nespecifická adsorpce virionu na 
buněčné povrchy, druhou je zajištění efektivní interakce mezi obalovými glykoproteiny a 
receptory vysoce specifickými pro cílený typ buněk a konečně řízená fúze membrán. 
 
Klíčová slova: retrovirus, adsorpce, env, receptor, fúze
 
Abstract 
Humankind has adjusted many animals, plants and bacteri  to serve their needs. Now the 
time has come to exploit also viruses. The most significant applications for them seem to lie 
in the sphere of human health. Particularly the family of retroviruses represent a perfekt 
vectors for gene delivery to cure genetic diseases or to destroy undesirable, e.g. cancer cells. 
In order to efficiently use these vehicles, a series of problems must be overcome and some 
segments of retroviral life cycle must be more deeply xplored. This work describes some of 
them along with possible ways to solve them. The first described area is nonspecific 
adsorption of virions on the cell surface, the second is securing effective interaction between 
envelope glycoproteins and receptors highly specific for the targeted cell type and finally 
driven fusion of membranes. 
 






Významnou skupinou virů, jejichž výzkum se rozhodujícím způsobem zasloužil 
o položení základů retrovirologie, jsou ptačí sarkomové a leukosové viry (avian sarcoma and 
leukosis viruses, ASLV) z rodu alfaretrovirů. U nich byla poprvé odhalena souvislost 
s indukcí nádorů (Rous, 1910, 1911), a proto se kvůli poznání mechanismu tohoto jevu začala 
skupina ALSV jako první intenzivně studovat, následovaná ostatními retroviry. 
V přírodních podmínkách, odborně prozaicky nazývaných in vivo, je téměř nemožné 
sledovat životní osudy jednotlivých virových partikulí: hledání vhodného hostitele, jejich 
snaha proniknout do jeho útrob a pomnožit se tam. Pro mimořádnou komplikovanost 
molekulárně biologických analýz in vivo byla většina dat získána za ne zcela přirozených 
podmínek v buněčných kulturách (in vitro), kde chybí složitá 3D struktura, buňky jsou často 
od sebe odděleny extracelulární matrix (extracellular matrix, ECM) a chybí také interakce 
s imunitním systémem. V kultuře navíc existují odlišné selekční tlaky než v organizmu, což 
bylo třeba brát v úvahu při interpretaci výsledků.  
Teprve s rozvojem technologií se experimenty začaly provádět za podmínek blízkých 
podmínkám in vivo; tento typ výzkumu se již výrazně soustředil na viry významné pro zdraví 
člověka. K nim se řadí viry hepatitid, chřipky, žluté zimnice, neštovic a samozřejmě virus 
lidské imunitní nedostatečnosti. Poslední zmíně ý zástupce, HIV, patří k čeledi retrovirů, 
podčeledi orthoretrovirů, rodu lentivirů. Jeho důležitost je zřejmá, neboť AIDS, jehož je 
původcem, sužuje velkou část lidské populace a má devastující účinky. Pro pochopení 
mechanismů a dějů při infekci tímto retrovirem byly zásadní první poznatky získané studiem 
jiných retrovirů ba i studiem zástupců virů naprosto nepříbuzných. Ke studiu HIV proto 
přispěly nejen poznatky z oboru retrovirologie, ale i znalosti týkající se influenzaviru a 
dalších. 
Poznání životního cyklu retrovirů vedlo k pochopení, že retroviry se skvěle hodí jako 
nástroje pro přenos nových genů do buněk a potenciálně i pro léčbu různých onemocnění, ať 
už ve formě cílené likvidace nechtěných buněk jako jsou například nádorové, anebo ve formě 
jemnější a elegantnější, kdy se buňkám s nevhodnou či chybějící alelou dodá alela správná. 
Teprve relativně nedávno ovšem technologie pokročily natolik, aby se přešlo od teorie k praxi 
a začaly se používat retrovirové vektory pro genové terapie. Při konstrukci těchto vektorů, 
optimalizaci postupů a řešení problémů, které se vyskytly při klinických testech (např. vznik 





málo důležitých skupinách retrovirů infikujících člověku velmi vzdálené druhy (kuřata, myši, 
kočky atd.).  
Tato práce si klade za cíl shrnout recentní poznání z jedné klíčové fáze životního cyklu 
retrovirů – vstupu viru do buňky, konkrétně dějů, které nastávají těsně před a během vstupu, 
kdy jde o nespecifickou absorpci virové partikule na buňky, specifickou interakci 
retrovirových obalových glykoproteinů (envelope glycoprotein, env) s buněč ými receptory a 
nakonec řízenou fúzi virové a buněčné membrány. Cílem je také vyvrátit rozšířené a mylné 
představy o tom, že viry jsou jen neživé objekty nemajíce žádné vlastnosti až do okamžiku 
vniknutí do hostitele, který jim poskytne luxus života, neboť složité děje a mechanismy 
využívané jednotlivými čeleděmi a rody virů jasně ukazují na komplexnost jejich výbavy, 
která zjevně funguje již mimo budoucího hostitele a u některých virů by dokonce mohlo dojít 






Prvním krokem k proniknut
do buňky je přisednutí virové partikule 
na buněčnou membránu. Při 
in vitro se virus šíř  pouhou difuzí 
kdy dojde k náhodnému nasednutí 
na membránu. Toto přichycení je nezávislé
na přítomnosti virových 
glykoproteinů (Pizzato et al., 1999)
zajišťují specifický kontakt s cílovou bu
a v podstatě je i receptorově nezávislé, což 
způsobuje celou řadu problém
při aplikacích v genové terapii, kdy pouhé 
jedno promile virových částic je schopno 
infekce a kdy může dojít k 




al., 2002; Pizzato et al., 2001; Sherer et al., 
2010). V literatuře jsou pojmenovány a prozkoumány dva jevy, které jsou 
spjaty. První je nazýván „surfing“, druhý „surfacing“
Surfing (Lehmann et al., 2005)
nasedne na buněčné filopodium. U n
částic po těchto filopodiích, který je ukon
na „těle“ buňky. Doba náhodného poh
i u odlišných variant receptorů
v kinetice asociace envů a jejich receptor
(Gray et al., 2011). Po asociaci dojde k 
směrem k tělu buňky, do míst nazývaných jako endocytická
ke zmíněné endocytóze anebo př
Surfacing (Sherer et al., 2010)














; Guibinga et 
. 
 nastává v případě, kdy virová částice volnou 
ěkolika skupin retrovirů byl pozorován náhodný pohyb 
čen v okamžiku nalezení receptoru nebo koreceptoru
ybu se však liší u jednotlivých skupin vir
 jako v případě Tva950 a Tva800. Vysvě
ů, jako je tomu například u zmíně
řízenému, cytoskeletálně závislému, pohybu partikule 
 horká místa, kde m
ímo k fúzi. 
 je pozorován naopak po sestavení nových virových 
 z cytoplasmatické membrány po nějakou dobu p
Obrázek 2.1 
Vazba MLV částic na TE671 bu
Supernatant obsahující LacZ(MLV
LacZ(MLV-E) (B), LacZ pseudotyp bez envu 
(C) a žádný virus (D) byl př
buňky. Po hodině byly dů
a fixovány aceton-methanolem (1:1), 
byly označeny antiCA protilátkou a 
sekundární značenou protilátkou. M
5 µm. Převzato z Pizzato et al., 1999.
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k povrchu mateřské buňky, načež obvykle volně difundují do prostředí. Některé skupiny virů 
ale tento stav využijí k vytvoření filopodií, která následně navozují mezibuněčné kontakty, 
po kterých může virus putovat z jedné buňky na druhou, aniž by musel snižovat svoje šance 
na replikaci volnou difuzí skrz ECM. 
Celkové náboje buněčných, potažmo virových, membrán jsou záporné, v principu se tedy 
navzájem odpuzují, což ztěžuje kontakt virionu s buňkou. Tento problém se nejvíce projevuje 
při množení viru v kultuře. Jako nejúčinnější protiopatření se jeví použití polykationtů, 
například polybrenu (hexadimetrin bromid) nebo DEAE-dextranu, kdy díky účasti 
polykationtu jako jakéhosi „spojníku“ dochází ke zmenšení vzájemného odpuzování buňky a 
viru, potažmo vzdálenosti mezi nimi a umožňuje tím vytvoření nespecifických i specifických 
interakcí a následnou infekci (Davis et al., 2002). Analogickým způsobem zřejmě působí 
i polykationty z přírodních zdrojů. Jedním z  příkladů jsou virovou infekci zesilující amyloidy 
odvozené ze semene (semen-derived enhancers of viral infection, SEVI) a fragmenty 
semenogelinů (SEMy; Roan et al., 2011). Tyto fragmenty jsou vytvářeny nastříháním 
semenogelinů při ejakulaci prostatickými proteázami, čímž vznikají různě dlouhé peptidy. 
Některé z nich mají kladný náboj, který je důležitý jak pro úspěšné splynutí vajíčka a spermie, 
tak pro šíření viru HIV. Jedna z forem mužské sterility se projevuje velkým počtem 
nesestřižených prekurzorů SEMů a následně nízkého počtu jejich fragmentů, což mimo jiné 
vede ke snížení účinnosti šíření HIV. Naopak polyanionty způsobují pokles infekčnosti a to 
i v přítomnosti polybrenu; možným vysvětlením jejich efektu je blokování adheze na kladně 
nabité buněčné glukosaminoglykany. Výjimkou je dextran sulfát, jehož nízké koncentrace 
sice v souladu s teorií inhibují infekci ALSV podskupiny B a C (ASLV-B, ASLV-C), 
ale vysoké koncentrace překvapivě naopak infekci těchto virů posilují (Toyoshima and Vogt, 
1969). 
Polybren a podobné látky však tímto způsobem nefungují vždy. Např. infekce virem 
ASLV-A je polybrenem naopak inhibována (Toyoshima and Vogt, 1969). Obalový 
glykoprotein ASLV-A (EnvA) totiž obsahuje v oblasti hr2 SU podjednotky konzervovaný 
úsek bazických aminokyselin, (Rong et al., 1997). V receptoru pro tento virus, Tva (tumor 
virus a), se naopak vyskytuje úsek několika kyselých aminokyselin (Rong et al., 1998). Jev se 
tak dá vysvětlit kompeticí polybrenu a EnvA o receptor Tva a blokováním interakce těchto 
dvou proteinů. Podobný jev byl pozorován i u dalších virů a receptorů (Jang et al., 2012). 
Polybren navíc nesvědčí některým typům buněk, jako například lidským mezenchymálním 
kmenovým buňkám (Lin et al., 2011). Při genovém přenosu pomocí retrovirů je proto důležité 
najít vždy podmínky optimální pro daný virus a buňky. 
 
 
Jako vhodná alternativa se jeví použití 
centrifugace při inokulaci, 
(Forestell et al., 1996), která 
zvyšuje účinnost infekce. Tato technika se 
používá od 20. let 20. století v
a mikrobiologických laborato
bez hlubšího pochopení mechanismu tohoto 
jevu. Dlouhou dobu se sou
efekt má na svědomí prostá síla centrifugace, 
která doslova přitlačí virové partikule a cílové 
buňky k sobě (O’Doherty et al., 2000)
tvrzení je v přímém rozporu se zjišt
použití stejného viru se jednotlivé výt
v závislosti na buněčném typu. P
byla objevena závislost na aktinu 
dočasně pozvednout produkci chemokinových receptor
mohlo dojít k nadprodukci i jiných membránových protein
skupiny virů, čímž by se vysvě
Při srovnání užití centrifugace a polykationt
efekt (Damico and Bates, 2000; O’Doherty et al., 2000)
případech také vykazuje cytotoxické







dilo, že zesilující 
, ale toto 
ěním, že při 
ěžky liší 
ři hlubším studiu 
(Guo et al., 2011). Stres vyvolaný spinokulací dokáže 
ů pro HIV. Není nemyslitelné, že by 
ů, konkrétně receptor
tloval tento jev i u ostatních případů užití spinokulace.
ů je jasně vidět, že spinokulace má siln
. Spinokulace 
 účinky, proto je vžy třeba zvolit použití jedné z
ňky, stejně jako ú
Obrázek 2.2 
Centrifugace a/nebo polybren 
infekci RCAS(A)-AP, který byl 
na 293T buňky v komplexu se sTva. 
Měření titru viru prob
po inokulaci/spinokulaci. P
z Damico and Bates, 2000.
 
ů pro další 
 
ější 











Dalším krokem v životě
s buněčnými receptory. Tento d
zaměřena především na obalové glykoproteiny ASLV, mén
3.1 Struktura a funkce
Obalové glykoproteiny kódované k
společných charakteristik. Jak bude detailn
virů s proteiny I. třídy. Jejich envy jsou syntetizovány jako prekurzory, které 
v endoplasmatickém retikul 
v pozdním Golgiho komplexu
V případě ptačích retrovirů se jedná o prekurzor gp95 a podjednotky gp85 a gp37, ozd
označované jako SU a TM kvů
et al., 1977; Leamnson and Halpern, 1976; Moelling and Hayami, 1977)
určuje specifickou interakci, TM 
v membráně a nese fúzní peptid. TM podjednotka bude popsána v
se tato kapitola zaměří hlavně na SU
které determinují hostitelskou specifitu skrze interakci s
byly u ASLV objeveny pomocí porovnání nukleotidových sekvencí nebo tvorbou 
mezipodskupinových rekombinant
Postupně byly nazvány vr1, vr2, hr1, hr2 a vr3 (variable 
výzkumnící nalezli spojitost posledních t
1988; Dorner et al., 1985). 
Po navázání SU na receptor dochází ke konforma
Sattentau and Moore, 1991) 
Obrázek 3.1 
Lineární zobrazení prekurzoru gp95. V
zodpovědné za hostitelskou specifitu, v
oblasti procházející membránou. Mezi SU a TM je znázorn
13 
 
 retroviru je specifická interakce obalových glykopr
ěj je komplexní a dobře prozkoumaný. Následující sta
ě pak na další skupiny retrovir
 obalových glykoproteinů 
aždým obaleným virem ají napříč
ěji vysvětleno dále, retroviry se ř
oligomerizují (Einfeld and Hunter, 1988)
 proteolyticky specificky rozštěpeny na dv
li jejich funkci (Buchhagen and Hanafusa, 1978; England 
. Zatímco SU z
úsek zodpovídá za trimerizaci a ukotvuje celý komplex 
 kapitole o ř
 podjednotku. Ta obsahuje konstantní a variabilní úseky, 
 buněčnými receptory. Tyto úseky 
ů (Bova et al., 1986; Hunter et al., 1983; Joho et al., 1975)
r gion, host range). 
ří jmenovaných s hostitelskou specifitou 
čním změnám (Gilbert et al., 1995; 
a v případě HIV i k plné disociaci (Moore et al., 1990)
 části SU jsou červenou barvou zvýrazn
 části TM jsou zelenou barvou zvýrazn





 skupinami mnoho 
adí mezi skupinu 
ještě 




ízené fúzi, proto 
. 
Časem 









změny jsou závislé na struktuře SU, jak dokazují experimenty s uměle zavedenými mutacemi, 
které v některých případech výrazně nesnížily vazebnou aktivitu SU, ale kompletně narušily 
jeho schopnost podstoupit uvedené změny (Damico et al., 1999). Ty jsou důležité pro odkrytí 
TM jednotky, která taktéž podstoupí konformační změny vedoucí až k fúzi (Damico et al., 
1998; Mothes et al., 2000). To vše ale u ptačích retrovirů nastává až v kyselém pH, proto je 
důležité, aby nejprve došlo k receptorem zprostředkované endocytóze závislé mimo jiné 
na klatrinu (Diaz-Griffero et al., 2005). 
Exprese envu v infikovaných buňkách má zajímavé důsledky. Pomineme-li interferenci 
(vysvětleno dále), env podskupiny J výrazně přispívá dosud neznámým mechanismem 
ke vzniku specifických typů nádorů (Chesters et al., 2002). Tento jev se ale neomezuje jen 
na ptačí retroviry, podobný jev byl pozorován i u ovcí a jejich patogenu Jaagsiekte ovčího 
retroviru (JSRV, Jaagsiekte sheep retrovirus; Caporale et al., 2006). Také exprese env 
z endogenních retrovirů má své důsledky; nejenže interferuje se vstupem exogenních retrovirů 
podskupiny E, ale skrze tvorbu nefunčních heterotrimerů s exogenními envy také může 
zhoršovat infektivitu produkovaných retrovirů jiných podskupin (Dewannieux and Collins, 
2008). 
3.2 Buněčné receptory 
ALSV se podle struktury Env dělí na 10 podskupin (A – J) vyznačujících se receptorovou 
specifitou a vnitroskupinovou interferencí. Po infekci virem totiž po krátké době dochází 
k interakci nově syntetizovaného envu s receptorem a k jeho zablokování či internalizaci, 
čímž buňka získává rezistenci vůči superinfekci virem stejné podskupiny (Vogt and Ishizaki, 
1966). Receptory šesti podskupin ALV (A – E, J) již byly charakterizovány a klonovány. 
Jedná se o Tva rozeznávaný ASLV-A (Young et al., 1993), Tvb rozeznávaný ASLV-B, D a E 
(Adkins et al., 2000), Tvc rozeznávaný ASLV-C (Elleder et al., 2005) a chNHE1 rozeznávaný 
ASLV-J (Chai and Bates, 2006). 
3.2.1 Tva 
Tva (tumor virus a) receptor ASLV-A (Young et al., 1993) byl identifikován jako protein 
podobný nízko hustotnímu lipoproteinovému receptoru (low density lipoprotein receptor-like, 
LDLR-like; Bates et al., 1993) a je hojně exprimován v rozmnožovacích orgánech (Elleder et 
al., 2005). Následkem alternativního sestřihu je Tva produkován ve dvou formách: Tva950 
(transmembránová forma) a Tva800 (forma ukotvená v lipidových raftech prostřednictvím 





Tyto formy se od sebe liší nejen strukturou, ale i funkčností. Viriony jsou po rozpoznání 
jednoho nebo druhého Tva internalizovány do rozdílných buněčných kompartmentů 
a vykazují rozdílnou kinetiku fúze (Narayan et al., 2003). Zatímco Tva950 je recyklován 
známou endozom-lysosomální degradační dráhou, Tva800 je zřejmě spojen s dosud 
neznámou dráhou specifickou pro lipidové rafty. S tím se pojí fakt, že viriony internalizované 
Tva950 při užití inhibitorů jako NH4Cl rychle ztratí schopnost infikovat hostitele, zatímco 
viriony internalizované Tva800 si tuto schopnost udrží několikanásobně delší dobu. 
Tva800-vázané viriony také do místa formace fúzního póru putují rychleji. Jejich fúze je totiž 
nezávislá na rychlosti pohybu endozomu, na rozdíl o Tva950 (Padilla-Parra et al., 2012). 
Tva800-vázané viriony ale vykazují pomalejší internalizaci a dokonce i pohyb po membráně 
než Tva950-vázané viriony (Lehmann et al., 2005). Ukazuje se totiž, že pro spuštění 
receptorem zprostředkované endocytózy je potřeba interakce s více molekulami Tva800 
(Gray et al., 2011). 
Za další formu Tva se dá považovat rozpustné Tva (soluble Tva, sTva), která má 
deletovanou transmembránovou doménu. Tato forma se běžně v kuřecím genomu 
nevyskytuje, je však využívána v řadě experimentů zaměřených především na studium fúze a 
na rozšíření hostitelské specifity. sTva totiž dokáže aktivovat env (včetně indukce expozice 
fúzního peptidu) a umožnit ALSV-A vstup do buněk, které neexprimují Tva (Damico and 
Bates, 2000). 
V  kuřatech se vyskytují i alely, které zajišťují svým homozygotním nositelům rezistenci. 
Jde například o Tvar s jednobodovou mutací a Tvar2 se čtyřbazovým insertem narušujícím 
čtecí rámec (Elleder et al., 2004a). Lze ostatně předpokládat, že většina ptačích druhů a linií 
rezistentních k ALSV-A nese variantu Tva zachovávající původní buněčnou funkci, ale 
nefunkční jako ALSV-A receptor. 
Funkce Tva u kuřat je dosud neznámá, jeho pozice a okolí je však konzervováno 
u člověka a myši, u kterých byl tento lokus spojen s genem pro receptor transkobalaminu 
(Elleder et al., 2004a; Quadros et al., 2009). V současné době se připravuje řada projektů 
k ověření této funkce i u kuřat. 
3.2.2 Tvb 
Již genetické mapování naznačovalo, že ASLV podskupin B, D a E rozeznávají různé 
alely téhož receptoru, označovaného jako Tvb (tumor virus b). Tvb je silně exprimován téměř 





Byly popsány alely odlišující se různou citlivostí k B, D a E podskupinám, jako Tvbs1, 
Tvbs2a, Tvbs2b, Tvbs3, Tvbq, Tvbt, Tvbr a Tvbr2 (Weiss, 1993, review; Reinišová et al., 2008). 
Jako první se podařilo izolovat lokus Tvbs3, rozeznávaný podskupinami B a D, nikoliv však E. 
Byl identifikován jako CAR1, později zařazený do rodiny receptorů pro TRAIL faktory 
(tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing lgands; Brojatsch et al., 1996; Smith et al., 
1998). Varianta Tvbs1, rozeznávaná podskupinou E, ne však B a D, byla poprvé nalezena 
v krocaních embryonálních fibroblastech a označe  jako Tvbt resp. SEAR (subgroup E 
ASLV receptor; Adkins et al., 1997). Rozdíl mezi Tvbs1 a Tvbs3, který by vysvětloval citlivost 
k infekci, se našel v pozici 62 (cystein v Tvbs1 resp. Tvbt, serin v Tvbs3; Adkins et al., 2000). 
Tvbs1 vykazuje zajímavý fenomén, totiž nereciprokou interferenci. Preinfekce ALSV 
podskupiny B a D vede ke kompletnímu zablokování receptoru pro všechny skupiny 
rozeznávající Tvb. Preinfekce ALSV-E však vede k navození interference pouze 
pro podskupinu E, nikoliv pro B a D. Jev byl vysvětlen existencí dvou forem receptoru 
a rozdílnou interakcí receptorů s podskupinou E a s podskupinami B a D, přičemž EnvE 
interaguje jen s jednou z těchto forem (Adkins et al., 2001). Představa byla podpořena izolací 
peptidu o délce 15-ti aminokyselin z Tvb, který je schopen, podobně jako sTva, aktivovat env 
protein podskupiny B (a pravděpodobně i D), ne však E, a zprostředkovat infekci původně 
necitlivých buněk (Damico and Bates, 2000; Knauss and Young, 2002). O rozdílných 
interakcích svědčí i fakt, že jednobodová mutace (C125S) v Tvbs1 zeslabuje citlivost kuřecí 
linie M k ASLV podskupin B a D a kompletně ji ruší pro podskupinu E (Reinišová et al., 
2008). Tato forma byla označena jako Tvbr2. Je unikátní v tom, že je první popsanou mutací 
v oblasti CRD3, která byla dříve považovaná za zcela nedůležitou pro infekci (Klucking and 
Young, 2004). Popsaná mutace zřejmě interferuje se správným skládáním proteinu 
a bez dalšího nelze usuzovat na její přímou účast v interakci s env. 
Výše uvedená zjištění jsou také v souladu s faktem, že ALSV podskupin B a D, ne však 
E, jsou cytotoxické. Byly identifikovány dva faktory zodpovědné za cytotoxicitu. Prvním 
faktorem jsou vlastnosti samotného receptoru; TRAIL receptory zprostředkovávají (kromě 
jiného) také indukci apoptózy. Již Adkins navrhl, že ASLV podskupin B a D interagují 
s receptorem takovým způsobem, že navozují oligomerizaci Tvb a spouštějíí signalizaci 
vedoucí ke smrti buňky, kdežto ALSV-E interaguje způsobem, který apoptózu nespouští. Byl 
dokonce popsán fenomén, kdy buňka produkující a na povrchu vystavujícíc EnvB indukuje 
apoptózu v sousedících buňkách exprimujících Tvb – „bystander killing, zabíjení 





zpochybněna a bylo dokonce ukázáno, že delece cytoplasmatické signalizační domény 
„smrti“ nevede ke zrušení cytotoxicyty (Klucking et al., 2005). 
Druhým, zřejmě rozhodujícím, faktorem je akumulace vysokého počtu neintegrovaných 
provirů, jejichž volné konce jsou buňkou detekovány jako DNA zlomy. To spouští procesy 
související s opravou poškozené DNA a v případě dlouhodobé přítomnosti velkého počtu (až 
tisíců) provirů vyvolá programovanou buněčnou smrt. V souladu s tím jsou cytotoxické i jiné 
retroviry vytvářející (alespoň přechodně) vysoký počet neintegrovaných provirů, včetně 
nepříbuzných SNV (Keshet and Temin, 1979). Všechny cytotoxické viry se zřejmě vyznačují 
nedostatečnou či pomalu navozovanou superinfekční resistencí (Weiss, 1993, review). 
Funkce Tvb je pravděpodobně spojena s indukovanou buněč ou smrtí. Zdá se nelogické, 
že by selekce vybrala viru receptor právě tohoto charakteru, vzhledem k cytotoxicitě. 
Odpovědí může být již několikrát zmíněná interference. Skrze Tvb totiž může zřejmě 
docházet k čistce nakažených buněk jako formy ochrany organismu. Pokud virus syntézou 
envu dokáže tento pro něj nebezpečný receptor z buněčného povrchu odstranit, ochrání se tak 
částečně před imunitním systémem (Brojatsch et al., 1996). 
3.2.3 Tvc a další 
Poslední ze skupiny lokusů Tv je Tvc, receptor pro ASLV-C. Byl nalezen díky těsnému 
chromosomálnímu sousedství s lokusem Tva (Elleder et al., 2004b) a identifikován jako 
příbuzný savčího butyrofilinu z imunoglobulinové superrodiny (Elleder et al., 2005). Je silně 
exprimován v orgánech spojených s imunitou a jeho předčasná terminace (v alele Tvcr) je 
příčinou rezistence některých kmenů. 
Jako poslední byl identifikován receptor pro ASLV podskupiny J: jde o Na+/H+ přenašeč 
typu 1, chNHE1 (Chai and Bates, 2006). Receptory pro podskupiny F, G, H a I nebyly 
k dnešnímu dni identifikovány. 
3.3 Rozšíření a změna hostitelské specifity 
V průběhu let se tu a tam vyskytly zvláštní varianty virů, schopné obejít omezení 
specifických env/receptor interakcí a dostat se za hranice svých původních hostitelů. Tato 
vlastnost byla nazvána rozšířený hostitelský rozsah (extended host range, EHR). Ten spočíval 
v získání schopnosti vázat další receptor (Dorner et al., 1985; Miller and Chen, 1996). Tato 
kapitola popisující možnosti změn hostitelské specifity byla rozdělena na dvě obsahově se 
prolínající podkapitoly: kapitolu o indukovaných a spontánních náhodných mutacích 





3.3.1 Selekce a evoluce 
Dlouhou dobu se virologové přiklánějí k názoru, že vznik celé plejády envů ASLV je 
projevem ko-evoluce parazita a hostitele ve formě utace původního envu anebo 
rekombinací, jako tomu zřejmě bylo u ASLV-J (Chai and Bates, 2006). Během evoluce totiž 
hostitel získává endogenní proviry kódující kompletní env protein, který může blokovat 
receptory pro exogenní virus (Robinson et al., 1981). V některých případech dochází dokonce 
k sekreci envu jako je tomu u křeččích linií, což vede až k úplnému zabránění infekce MLV 
(Miller and Miller, 1992). Tento jev vytváří neúprosný tlak selektující mutanty envů schopné 
interagovat s novými receptory. V některých případech ovšem může mít produkce 
endogenního env zcela paradoxní důsledek. Např. jeden typ kočičího exogenního viru 
s defektním env potřebuje k aktivaci receptoru spolupráci se sekretovaným proteinem, 
produktem komplementárně defektního endogenního env (Anderson et al., 2000). 
Selekci a evoluci se podařilo napodobit aplikací rozpustných forem receptorů a získat tak 
několik mutant vykazujících rozšířenou specifitu, tzv. únikových variant, jako například 
EnvA schopný interagovat dokonce i s Tvbs3; k získání této specifity stačily i jednobodové 
mutace (Holmen and Federspiel, 2000; Melder et al., 2003). Ke změně specifity může dojít 
také mezipodskupinovou rekombinací; tak vznikl například NTRE-4, který je chimérou 
složenou z částí EnvB a EnvE, což mu umožňuje využívat receptory pro obě podskupiny 
(Tsichlis et al., 1980).  
Rozšířený hostitelský rozsah mají také ALSV podskupiny D, které dokážou infikovat 
i savčí buňky. Rozsáhlým mapováním pomocí rekombinací s ASLV-B (které tuto vlastnost 
postrádají) se zjistilo, že rozšířená specifita EnvD koreluje s jejich termolabilitou. Infekce 
savčích buněčných linií zřejmě vyžaduje změnu struktury env, ke které dochází při jeho 
zahřátí (Bova-Hill et al., 1991). Podobnou schopnost, tj. schopnost infikovat řadu původně 
rezistentních linií včetně savčích, vykazuje i EnvB mutovaný v pozicích 154 a 155 (Taplitz 
and Coffin, 1997; Rainey et al., 2003). Ve skutečnosti jen jedna z výše uvedených mutací 
(L154S) zodpovídá za rozšířený hostitelský rozsah. Paralelně s rozšířením specifity tato 
mutace vede (prozatím neznámým mechanismem) k oslabení interference, akumulaci 
neintegrovaných provirů a zvýšení cytotoxicity (Rainey and Coffin, 2005). Mutace T155I má 
jen pomocný efekt – snižuje cytotoxicitu mutanty L154S. Schopnost bodové mutace ovlivnit 
cytotoxicitu byla popsána i v dalších pracích, kde bylo navíc poukázáno na důležitost Ca2+ 





Tato a další podobná zjištění dokumentující schopnost retrovirů měnit hostitelský druh 
jsou důležitá vzhledem k narůstajícím tendencím k provádění xeno-transplantací, zvláště mezi 
prasaty a lidmi a vzhledem k obrovskému množství endogenních provirových elementů 
tvořících významnou část genomu všech živočišných druhů (Lavillette and Kabat, 2004). 
Do kapitoly selekce patří i relativně efektivní, ale nekontrolovatelná, technika 
vyhledávání nových párů env/receptor pomocí záměny receptor-interagující domény 
ve známém env za náhodné sekvence (peptidové knihovny) a následné selekci funkčních 
variant (Sarangi et al., 2007). 
3.3.2 Inteligentní design 
Současné i potenciální klinické aplikace retrovirů závisí na schopnosti vnést vybraný gen 
do specifického typu buněk a tam jej exprimovat. V ideálním pří adě, zejména pro cílenou 
destrukci nádorů, bude nutné zajistit infekci všech cílových buněk daného typu. Pro tak 
masivní aplikaci je bezpodmínečně nutná vysoká cílová specifita retrovirových vektorů. Té 
lze dosáhnout několika způsoby, nejlépe pak jejich kombinacemi. Jedním způsobem je použití 
env genu rozeznávajícího receptor přítomný velmi specificky pouze na sledovaném typu 
buněk. Žádný z dosud popsaných párů env/receptor nemá ani zdaleka takové vlastnosti; nelze 
ani doufat, že takové vlastnosti budou mít některé envy získané selekcí náhodně vytvořených 
variant (viz předchozí kapitola). Je proto snaha zkonstruovat envyinteligentním designem tak, 
aby rozeznávaly předem vybrané vysoce buněčně-specifické receptory. 
Jedním z prvních příkladů bylo vnesení FLA16 peptidu, který specificky váže buněčné 
integriny, do ASLV-A (Valsesia-Wittmann et al., 1994). Ukázalo se však, že vnesení 
cizorodých sekvencí do určitých regionů zabraňuje správnému transportu envu na buněčný 
povrch. Vektor byl navíc funkční až po deglykosylaci v souladu s předpokladem, že cukerné 
zbytky se neúčastní env/receptorové interakce a jediný jejich možný efekt je negativní – 
blokováním této interakce při nesprávné glykosylaci. Proměnlivou úspěšnost měly pokusy 
s vnášením specifických receptor-rozeznávajících sekvencí do SU podjednotky ecotropního 
MLV: vnesení spojených 2,4-dinitrofenol – vázajících úseků těžkého a lehkého řetězce 
imunoglobulinu (Chu and Dornburg, 1995) – nízký titr virionů, vnesení LDLR-rozeznávající 
sekvence (Somia et al., 1995) – větší titr viru, ale stále pod úrovní wt eMLV a vnesení EGFR-
rozeznávající sekvence (Cosset et al., 1995) – kompletní poškození schopnosti envu 
zprostředkovat fúzi i přes zachování schopnosti vázat receptor. To poukázalo n  nutnost 
zachování konzistentní struktury SU, důležité pro interakci SU a TM při indukci fúze. 





dovoleno samostatné a správné sbalení) a snahou o celkově malé ovlivnění envu (Katane et 
al., 2002; Miyakawa et al., 2008). Experimenty s krát ými úseky cizorodých ligandů 
v poslední době však přinesly své ovoce (Bahrami et al., 2012), cesta ke klinic ému využití je 
však ještě dlouhá. 
Nízkou životaschopnost zkonstruovaného viru kvůli slabé interakci envu s receptorem 
nebo částečnému porušení jiné funkce bylo často možné zlepšit kombinací inteligentního 
designu se selekcí a evolucí – pasážováním připraveného rekombinantního viru na vhodných 
buňkách. To umožnilo optimalizovat veškeré nuance jednotlivých funkcí envu včetně 
alternativního sestřihu (Logg et al., 2007), které jsou nepostižitelné a nepředvídatelné 
při inteligentním designu. Takto se například podařilo získat řadu vektorů založených 
na ASLV s vneseným envem z amfotropního MLV (Barsov et al., 2001). V případech, kdy 
vnesení cizorodého fragmentu kompletně zablokovalo schopnost envu vyvolat fúzi membrán, 
nebylo možné tuto strategii použít a jediným řešením byl výběr jiného páru ligand-receptor 
(Ryu et al., 2008). 
Později byla vyvinuta metoda, která shora popisované problémy obešla rozdílnou 
a jednodušší strategií: použitím ligand-receptorových můstků, nyní nazývaných GATE 
(guided adaptors for targeted entry). Metoda byla vpracována na retroviru ASLV-A, který 
rozeznává receptor Tva. První ligand-receptorový můstek byl zkonstruován jako fúze EGF 
s Tva (Snitkovsky and Young, 1998). Díky tomuto můstku bylo možné docílit infekce buněk 
neexprimující Tva, ale exprimující EGF receptor a to u vhodných buněčných linií s účinností 
až 10 – 23 % v porovnání s účinností ALSV-A na buňkách exprimujících Tva. Dalším 
testovaným můstkem byla fúze Tva-MR1, kde MR1 je jednořetězcová protilátka specificky 
rozeznávající EGFRvIII, což je onkogenní deleční varianta EGFR často se nacházející 
na povrchu některých typů nádorů (Snitkovsky et al., 2000; Batra et al., 1995; Wong et al., 
1992; Moscatello et al., 1995). Tento můstek zprostředkoval infekci příslušných linií 
s účinností cca 7 %. Současně však bylo pozorováno, že ASLV-A dokázal infikovat, byť 
na úrovni stěží detekovatelné, i lidské buňky 293T (imortalizované lidské ledvinné 
embryonální buňky), které neobsahující EGFRvIII ani Tva. To vyvolává pochybnosti, zda 
toto „pozadí“ je z bezpečnostního hlediska akceptovatelné v klinické aplikaci (Fisher et al., 
1999). Podobná účinnost (9 %) i „pozadí“ (na buňkách PAE, porcine aortic endothelial cells) 
byly pozorovány s fúzním můstkem Tva-VEGF (Snitkovsky et al., 2001), načež úspěch 
pokračoval vytvořením Tva-herβ1 s účinností 5 %, kde herβ1 je heregulinový receptor 





Jiné experimenty se zaměřily na ASLV-B a envB konstrukcí fúze Tvb-EGF (Boerg et 
al., 1999). Oproti předchozím zvyklostem, kdy viriony, GATE i buňky byly inkubovány 
společně, byly tentokrát GATE nejprve preinkubovány s viriony. Po přidání komplexu 
(ASLV-B)-(Tvb-EGF) k buňkám byla pozorována 29% úspěšnost infekce. Analogicky 
provedený experiment s komplexem (ASLV-A)-(Tva-EGF) však naopak nevedl k žádné 
infekci. Chování ALSV-A bylo v souladu s obecně přijímaným modelem, kdy u ASLV 
dochází nejprve k receptorem vyvolané aktivaci a následně k pH závislé fúzi. Tento mezistav 
je považován za nestabilní, což by vysvětlovalo selhání experimentů tohoto druhu. Otázkou 
zůstává, proč bylo u ASLV-B pozorováno chování, které se zdá být s modelem v rozporu.  
Lze předpokládat, že účinnost GATE proteinů není ASLV specifické a bude možné je 






4 Řízená fúze 
4.1 Třídy a mechanismy fúzních proteinů 
Posledním a kritickým krokem při vstupu obalených virů do buňky je fúze membrán 
a následné uvolně í nukleokapsidy do napadené buňky. Tento děj neprobíhá samovolně, proto 
se u různých skupin virů vyvinuly různé mechanismy, jak fúzi vyvolat. Všechny mají 
společné charakteristiky: fúze je zajišťovaná obalovým glykoproteinem, schopným vytvořit 
tzv. fúzní peptid – vyčnívající externí strukturu z hydrofobních aminokyselinových zbytků.  
Podle své struktury a mechanismus fúze jsou obalové glykoproteiny děleny do několika 
nadskupin a podskupin. První velká skupina se označuje jako I. třída fúzních proteinů. 
Typický a nejlépe prostudovaný představitel této skupiny je hemaglutinin influenzaviru 
(Colman and Lawrence, 2003, review). Hemaglutinin je syntetizován jako celek a během 
transportu mezi buněčnými kompartmenty vytváří funkční trimer, načež je každý z monomerů 
proteolyticky rozštěpen na dva samostatné polypeptidy spojené cysteinovými můstky, 
označované jako HA1 a HA2 (Einfeld and Hunter, 1988). Zatímco HA1 zřejmě zodpovídá 
za interakci s receptorem, HA2 nese na svém N-konci fúzní peptid a blízko C-konce je 
ukotven v membráně. Dlouho se soudilo, že po přestřižení prekurzoru HA dochází 
k drastickým strukturním změnám, ale k těm dochází jen v těsné blízkosti místa střihu. 
Hydrofobní fúzní peptid je zanořen do negativně nabité kapsy tvořené dvojicí asparágových 
kyselin v pozicích 109 a 112 původního prekurzoru. Zde setrvává až do aktivace, skryt v jádru 
trimeru. Tato aktivace nastává po rozpoznání receptoru a následné endocytóze, kdy nižší pH 
endozomu navodí konformační změny HA2 vedoucí k protažení celého úseku a zanoře í 
fúzního peptidu do cílové membrány. Kromě onoho hydrofobního konce obsahuje HA2 
i úseky HR-A a HR-B (nebo také HR1 a HR2), což jsou alfa-helixové struktury na N-konci 
a C-konci. Právě tyto úseky, spojené volnou smyčkou, spolu v další fázi antiparalelně asociují 
a vytvoří útvar zvaný šestihelikální svazek (six-helix bundle, 6HB), čímž je fúzní peptid 
společně s cílovou membránou přitažen k transmembránové části HA2, což nakonec vede 










Závislost na nízkém pH ale není jediný druh spoušt
proteinů se řadí i glykoproteiny
s takovými glykoproteiny se ř
glykoproteinu, u paramyxovirů




i. Neaktivovaný stav, receptor
jako f. 
ii. Aktivovaný prefúzní stav, fúzní peptid je zano
smyčka, HR2 a transmembránov
iii. Pár fúzních podjednotek spojujících cílovou a virovou membránu.
iv. Přibližování HR1 a HR2 segment
v. Stádium hemifúze. HR1 a HR2 již vytvo
nedošlo k formaci fúzního póru.
vi. Úplné přiblížení fúzního peptidu a transmembránové domény, formace fúzního póru.
Podschéma B: 
Naznačení primární struktury fúzní (TM) podjednotky. Fúzní peptid je ozna
N-HR, HR2 jako C-HR a transmembránová podjednotka jako TMD. Mezi N
naznačena volná smyčka umožň
Převzato z White et al., 2008, review.
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Schematické srovnání obalových glykoprotein
třídy. 
Na všech schématech je vidě
do cílové membrány, stádium hemifúze a formace fúzního póru. P
Lavillette, 2011, review. 
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Zvláštní postavení mezi fúzními proteiny I. třídy má skupina ptačích alfaretrovirů, ASLV. 
Dlouho se soudilo, že jejich fúze je pH nezávislá, rigorózně provedené experimenty ale 
prokázaly složitý a unikátní systém aktivace závislý na pH. Ten bude představen ve zvláštní 
podkapitole níže. 
Druhá velká skupina se nazývá II. třída fúzních proteinů. Od I. třídy se liší v několika 
aspektech. Nejlépe prostudovaný virus využívající fúzní proteiny II. druhu je alfavirus. 
Zatímco hemaglutinin influenzaviru tvoří po translaci trimer, E1 (obalový glykoprotein 
alfaviru) tvoří dimer s dalším proteinem zvaným p62 nebo také PE2 (Kielian, 2006, review). 
Ten je během transportu na buněčný povrch proteolyticky rozštěpen na dva polypeptidy, E2 
a E3. Polypeptid E2 je ukotven v membráně a zůstává asociován s E1, E3 je většinou 
z komplexu uvolněn. Nakonec se tři heterodimery E2/E1 spojí do hexameru. E2 zajišťu e 
interakci s buněčnými receptory. Následná endocytóza a snížené pH v endozomu vyvolá 
konformační změny E2 vedoucí k disociaci od E1, který zůstává ve formě trimeru. V útrobách 
E1 se nachází fúzní smyčka, která se zanoří do cílové membrány. Tento děj jeví známky 
závislosti na cholesterolu přítomném v buněčné membráně. Po zanoření fúzní smyčky dojde 
k dalším konformačním změnám vedoucím až k přiblížení fúzní smyčky a transmembránové 
části E1 a následné fúzi membrán.  
Nedávno byla popsána další třída 
fúzních proteinů vyskytujících se 
například u viru vezikulární stomatitidy 
nebo herpesvirů označována jako 
III. t řída fúzních proteinů (Heldwein et 
al., 2006; Roche et al., 2006). Sdílejí 
některé vlastnosti s I. a II. třídou, jejich 
unikátnost však stála za jejich vyčlenění. 
Stejně jako ostatní třídy tvoří funkční 
trimery, ve kterých se před okolním 
prostředím skrývá dvojice fúzních 
hydrofobních smyček zanořujících se 
po přechodu do aktivního stádia 
do dvojvrstvy hostitelské membrány. 
Přechod konformačních stavů je pH závislý a mechanismus přiblížení transmembránové 
a fúzní domény připomínají II. třídu. Všechny tři stavy (neaktivovaný, aktivovaný prefúzní 
Obrázek 4.1.3. 
Strukturní obalových glykoproteinů III. třídy virů 
vezikulární stomatitidy a herpes simplex. 
Na obrázku jsou vypsané aminokyseliny, které jsou 
součástí hydrofobních fúzních smyček i s jejich 





a postfúzní) jsou navíc reverzibilní a mohou mezi sbou volně přecházet dle úrovně okyselení 
jednotlivých domén.  
 
4.2 Dvoukroková aktivace 
Jak již bylo zmíněno výše, zvláštní postavení má mechanismus fúze ASLV. Tato skupina 
retrovirů byla na přelomu tisíciletí intenzivně studována a dlouho odolávala vysvětlení 
zvláštních vlastností fúzního proteinu. 
Jedny z prvních výsledků prezentovaly ASLV jako pH nezávislý retrovirus (Gilbert et al., 
1990). Byl totiž porovnáván s typicky pH závislým virem, influenzavirem, a to pomocí 
experimentů s opůsobením virionů nízkým pH před inokulací nebo působením činidel 
neutralizující pH v endozomech. Další práce ale závislost na pH prokázaly a mylné 
interpretace vysvětlily jako důsledek dvoukrokové aktivace ALSV (Mothes et al., 2000). 
Obrázek 4.1.4 
Strukturní znázornění postfúzního stavu trimerů TM podjednotek I. třídy rekombinantního 
bakteriálně exprimovaného hemaglutininu (a), rubulaviru (b), pneumoviru (c) a HIV (d). 
Modré kuličky znázorňují fúzní peptidy, červené kuličky transmembránové domény, 
modré helixy HR1 (HR-A, N-HR) a žluté helixy HR2 (HR-B, C-HR). Převzalo z Colman 






První krok aktivace je závislý na interakci s receptorem. SU podjednotka envu 
po rozeznání odpovídajícího receptoru změní konformaci a navodí aktivaci TM podjednotky, 
která se sbalí do prefúzní formy. Fúzní peptid je vystrčen volně do prostoru a může asociovat 
s membránami (Melikyan et al., 2004). Tato změna může vést až k hemifúzi (vysvětleno 
níže), která podle některých prací může nastat už při neutrálním pH (Earp et al., 2003; 
Melikyan et al., 2004), podle jiných až v druhém kroku při okyselení (Matsuyama et al., 
2004).  
Obrázek 4.2.1 
Jako výchozí stav tvorby vlásenky je „narovnané“ TMse zanořeným fúzním peptidem do cílové 
membrány. Přimícháním LPC a inokulací v 37 °C nedochází k výměně lipidů mezi oběma 
membránami, což je označováno jako stádium zadržené lipidy (lipid-arrested stage, LAS). 
Při vystavení 4 °C bez LPS naopak k hemifúzi dochází, ne však k tvorbě fúzního póru, což je 
nazýváno jako stádium zadržené chladem (cold-arrested stage, CAS). K tomu dojde až 
po navýšení teploty na 37 °C a přidání CPZ. Je-li však před zvýšením teploty přidán R99, dojde 
k reverzi stavu až do napřímení celé TM podjednotky. Tmavý trojúhelník udává úroveň pH, zleva 





Druhý krok aktivace je analogický k influenzaviru; také struktura TM podjednotky je 
analogická k HA2. Postupné snížování pH vede k  asoci ci HR1 a HR2, sestavení 6HB 
a hemifúzi. 
Prvním stupněm fúze je hemifúze. Jde o jev, kdy se vnější fosfolipidové vrstvy cílové 
a virové membrány spojí a promíchají, zatímco vnitřní vrstvy zůstávají nedotčeny. Stále se 
vedou spory o to, zda je tento děj závislý na snížení pH nebo probíhá i v pH neutrálním. 
Druhým stupněm je tvorba fúzního póru, k čemuž dochází v okamžiku propojení vnitř í 
vrstvy membrán, které pak splynou v jednu. Fúzní pór nevzniká najednou, ale postupně roste 
až do velikosti, kdy může nukleokapsida opustit původní virovou membránu (Melikyan et al., 
2005). Růst póru není ovlivněn pH, je však závislý na teplotě (Melikyan et al., 2004). 
Existují dva způsoby jak experimentálně zablokovat virus ve stadiu hemifúze. Jedním 
z nich je snížení teploty pod 20 °C. Dalším je použití peptidů založených na HR1 a HR2 
oblastech povrchového glykoproteinu. Zatímco peptidy o povídající HR1 odvozené od jiných 
skupin virů dokáží jejich fúzi zabránit, ale efektivita inhibice je velice nízká, peptidy 
odpovídající HR2 ASLV jsou schopné fúzi těchto virů zcela zablokovat (Netter et al., 2004). 
Peptidy odvozené od HR2 se zřejmě vážou na HR1 oblast, kompetetivně inhibují asociaci 
obou oblastí TM, tvorbu 6HB a hemifúzi. Tento předpoklad je doložen zjištěním, že peptidy 
blokují fúzi jen za jejich přítomnosti v době mezi aktivací receptorem a následným snížením 
pH (Markosyan et al., 2004; Matsuyama et al., 2004). In vitro lze koinkubací ASLV-A 
a inhibujících peptidů vyselektovat celou řadu mutantů rezistentních k těmto peptidům. 
Některé mutace mapují do místa interakce s peptidem (tj. HR1 oblasti), jiné (překvapivě) 
mimo HR1. Tento druhý typ mutací se vyznačuje sníženým prahem pro aktivaci a schopností 
infikovat savčí buňky, zjevně využitím alternativních receptorů (Amberg et al., 2006). Dalším 
inhibitorem hodně využívaným při studiu fúze je lysofosfatidylcholin (LPC), který 
po inkorporaci do membrány zabraňuje jejímu ohybu ve směru potřebném k hemifúzi.  
Jak již bylo řečeno, nízké pH je kritické pro tvorbu 6HB. To lze ale obejít několika 
způsoby. Jedním z nich je zvýšení teploty média na 50 °C (Markosyan et al., 2004), kdy 
zřejmě dochází v glykoproteinu k obdobným změnám jako při nízkém pH. Naopak, zvýšení 
závislosti fúze ASLV na nízkém pH lze dosáhnout pomocí 13-ti bodové delece SU EnvB 
v oblasti hr1 mezi zbytky 152 a 164 a/nebo pomocí mutace A32V v TM (Babel et al., 2007). 
Obě tyto mutace společně nebo každá zvlášť změní hodnotu potřebného pH k fúzi směrem 




Celkový děj, od receptorové aktivace až po plnou fúzi
al., 2004). Samotné obnažení HR1




Linie A uvádí molekulární hmotnosti EnvA v
ve kterých probíhala inkubace.
V linii B jsou znázorněny různé konforma
jen na obrázku a, protože není d
29 
, trvá méně než 45 minut 
 a HR2 úseků před jejich složením do 6HB
kilodaltonech na SDS PAGE a podmínky
 
ční změny TM podjednotky EnvA. SU je znázorn
ůležitá při samotné fúzi. Převzato z Matsuyama et al., 2004.
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V současné době stále pokračuje optimalizace retrovirových vektorů pro genovou 
respektive protinádorovou terapii. S tím je spojena potřeba řešit řadu problémů a hlouběji 
prozkoumat některé podrobnosti životního cyklu retrovirů. Předkládaná práce se zaměřila 
na shrnutí poznatků o některých z těchto úseku: nespecifické adsorpci virové částice na 
buněčný povrch, specifické interakci obalových glykoproteinů s receptory a řízené fúzi 
membrán virionu a buňky, zvláště pak těch, které se týkají ptačích sarkoma leukocytárních 
virů. 
Nespecifická absorpce je nezávislá na obalových glykoproteinech virů, protože je zřejmě 
zprostředkována interakcí buněčných glukosaminů s virionem. Nespecifická adsprúce může 
dokonce viru citelně ublížit, neboť částice nasedají i na buňky necitlivé k infekci. Pokud se 
ovšem virion zachytí na buňky k infekci citlivé, může být prvotní kontakt následován 
„surfingem“, který zajistí dopravu virové částice až do míst vhodných k dalším krokům. 
Oním dalším krokem je bezesporu specifická interakce envu ASLV a receptoru jako 
v každém slušném ligand-receptorovém systému. Po rozeznání receptoru unikátními 
variabilními úseky SU podjednotek dochází ke koordinovaným konformačním změnám TM 
podjednotek vedoucím postupně k vystřelení fúzních peptidů a jejich zasunutí do buněčné 
membrány. Envy fungují typicky ve formě trimerů, které v závěrečné fázi vytvoří tzv. 
šestihelikální svazek a vynutí si vytvoření fúzního póru. U některých retrovirů poslední fáze 
vyžaduje internalizaci komplexu a přesun do endosomů s nízkým pH.  Tyto procesy mohou 
být narušeny našimi zásahy do struktury envu při snaze přesměrovat viriony do konkrétních 
buněčných typů; proto je velmi důležitá znalost jejich detailních molekulárních mechanismů. 
Výsledky však také ukazují na zajímavý jev, kdy mutací envu pravděpodobně paradoxně 
dochází k pravému opaku, totiž k destabilizaci SU do té míry, že je schopna se předčasně 
aktivovat, stát se nezávislá na receptoru a tím rozšířit hostitelský okruh viru. Důkladné 
přezkoumání tohoto jevu se jeví jako slibná cesta k dalšímu pochopení mechanismů 
env/receptor interakcí. 
Po endocytóze dochází ve váčku ke snižování pH. To je důležitý krok v postulovaném 
dvoukrokovém mechanismu, kdy po receptorové aktivaci dochází k přestavení celé 
podjednotky TM, nejprve do téměř lineární formy a následně do šesti helikálního svazku, 
v závislosti právě na pH. I přes tento unikátní dvoukrokový mechanismus se ASLV po boku 
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